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Özet: Bu çal›flmada, streptozotosin ile oluflturulan diabetik ratlar›n karaci¤er ve böbrek dokular›nda pirüvat kinaz enzim
aktivitelerindeki de¤ifliklikler incelenerek hastal›kla olan iliflkisi araflt›r›ld›.
Diabetes mellitus, Wistar-Albino ratlara intra peritonal olarak tek doz streptozotosin (60 mg/kg) verilmesiyle oluflturuldu.
Streptozotosin verilmesini takiben 3. ve 12. günlerde ratlar›n karaci¤er ve böbrek dokular›n›n pirüvat kinaz aktiviteleri Beutler
yöntemine göre ölçüldü. Üç ve 12 gün süreyle diabet oluflturulmufl ratlar›n karaci¤er pirüvat kinaz aktivitelerinin kontrol grubuna
göre azald›¤› saptand› (p<0,01). Diabetik grubun 3. gündeki böbrek pirüvat kinaz aktiviteleri kontrol grubuna göre anlaml› bir
de¤ifliklik bulunmazken, 12. gündeki böbrek pirüvat kinaz aktivitelerinde kontrol grubuna göre anlaml› olarak yüksek bulundu
(p<0,001).
Sonuç olarak; diabetes mellitusda karbonhidrat metabolizmas› bozuklu¤unun bir sonucu olarak, karaci¤er ve böbrek dokular›n›n
pirüvat kinaz aktivitelerinde günlere ba¤l› olarak de¤iflikliklerin gerçekleflti¤i gözlendi.
Anahtar Sözcükler: Böbrek, karaci¤er, pirüvat kinaz, streptozotosin

The Levels of Pyruvate Kinase Activity in Renal and Hepatic Tissues of Rats with Diabetes
Induced by Streptozotocin
Abstract: In this study, the changes in pyruvate kinase enzyme activities in the liver and kidney tissues of rats with diabetes induced
by streptozotocin were examined and the relations with the disease were investigated.
Diabetes mellitus was induced in Wistar-Albino rats by the administration of a single intraperitoneal dose of streptozotocin (60
mg/kg body weight). After streptozotocin was injected, the pyruvate kinase activities in the livers and kidneys of the rats were
analysed according to Beutler's method on days 3 and 12. It was determined that liver pyruvate kinase enzyme levels in rats with
diabetes induced with streptozotocin were decreased on days 3 and 12 in relation to the value obtained from the control group
(p<0.01). Pyruvate kinase activity in kidney on day 3 in the diabetic group were not significantly different from that of the control
group. However, on day 12 there were significantly higher pyruvate kinase levels in the kidneys of the diabetic group than in those
of the control group (p<0.001).
In conclusion, it was observed that in diabetes mellitus, pyruvate kinase activities varied according to different days as a result of
abnormalities in the carbohydrate metabolism.
Key Words: Kidney, liver, pyruvate kinase, streptozotocin

Girifl
Diabetes mellitus; insülin salg›lanma yetersizli¤i ve
hedef dokularda insülinin metabolik etkisine karfl› geliflen
direnç hali ile karekterize, genetik kökenli metabolik bir
hastal›kt›r. Diabetes mellituslu hastalarda doku ve
organlarda biyokimyasal, morfolojik ve fonksiyonel bir
tak›m de¤ifliklikler meydana gelmektedir (1,2).

Diabetes
mellitusda;
özellikle
karbonhidrat
metabolizmas›nda bozukluklar oluflmakta ve g›dalarla
al›nan karbonhidrat düzeyine göre hücrenin insülin
salg›lamas› uyar›larak, artan kan glikoz konsantrasyonu
azalt›lmaktad›r (2).
Glikolitik yolun enzimlerden biri olan pirüvat kinaz
(E.C. 2.7.1.40.), yolun son aflamas›nda fosfoenolpirüvat›,
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pirüvik asite dönüfltüren ve karaci¤er
metabolizmas›nda anahtar bir enzimdir (3-5).

glikoz

kalplerinden kan al›nd›. Al›nan kan örnekleri 3000 rpm’de
15 dakika santrifüj edilerek serum örnekleri elde edildi.

Alloksan veya streptozotosin, deneysel diabetes
mellitus oluflturmak amac› ile yayg›n olarak kullan›lan
diabetik etkenlerdir. Hayvanlarda travma, cerrahi
uygulama, neoplazmalar yan›nda streptozotosin ve
alloksan gibi diabetojenik etkenler ile pankreas β
hücrelerinin zarar görmesi sonucu diabetes mellitusun
oluflabilece¤i bildirilmifltir. Streptozotosin hem pankreatik
insülin sal›n›m›n›n hem de tirozin kinaz aktivitesinin
inhibisyonuna neden olan hedef doku hücrelerindeki
insülin reseptörlerinde azalma ile etkisini göstermektedir
(6-8).

Karaci¤er ve böbrek dokular› bekletilmeden so¤uk
serum fizyolojik (%0,9’luk NaCl) ile y›kanarak pirüvat
kinaz aktiviteleri yönünden analiz edildi. Tüm dokular
1/10 oran›nda 1 M Tris HCl tamponu (pH 8) ile PotterElvehjem marka homojenizatörde (cam-cam) +4°C’de
homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar so¤utmal›
santrifüj içerisinde (Sorvall RC-5B) +4°C’de 10.000
rpm’de 30 dakika santrifüj edildikten sonra
süpernatantlar enzim kayna¤› olarak kullan›ld›. Pirüvat
kinaz aktivitesi 340 nm'de NADH'›n azalan absorbans
h›z›n›n ölçülmesi esas›na dayanan Beutler ve ark.’n›n (10)
yöntemi ile, protein miktar› ise Lowry ve ark.’n›n (11)
yöntemi ile tayin edildi. Serum glikoz miktar tayini ise,
Technicon RA-XT otoanalizörde yap›ld›.

Karaci¤er, glikoz fosforilasyonu için insüline ihtiyaç
duyarken, böbrek, hiperglisemi esnas›nda glikozu
kullanma ve glikoz transportu için insüline ihtiyaç
duymayan (insülin ba¤›ms›z) bir organd›r. Diabette,
insülin yoklu¤unda enzim düzeyleri karaci¤er ve böbrekte
farkl› olarak de¤iflmektedir (9).
Çal›flmada; streptozotosin ile diabet oluflturulmufl
ratlar›n karaci¤er ve böbrek dokular›nda diabet süresine
ba¤l› olarak pirüvat kinaz enzim aktivitesindeki
de¤iflikliklerin ve bu de¤iflikliklerin hastal›k ile olan
iliflkisinin araflt›r›lmas› amaçland›.

Materyal ve Metot
Çal›flmada a¤›rl›klar› 180-250 g aras›nda de¤iflen
Wistar-Albino ›rk› toplam 24 adet erkek rat kullan›ld›.
Kontrol, streptozotosin verilmesini takiben 3 ve 12 gün
süre ile diabet oluflturmak üzere toplam üç grup
oluflturuldu. Diabet oluflturulacak ratlar›n her birine 60
mg/kg olacak flekilde tek doz streptozotosin (Sigma
Chemical Co., St. Lou›s M›ssouri) 0,1 M sitrat-fosfat
tamponunda çözülerek intra peritonal olarak uyguland›.
Kontrol grubuna sadece 0,1 M sitrat-fosfat tamponu
enjekte edildi. Hayvanlar her üç gruptada eflit koflullar
alt›nda, eflde¤er besinler ile beslendiler. Her gün, ratlar›n
kuyruk venas›ndan al›nan kan›n glikozu glikometrede
(Ames) ölçülerek ve idrar glikozu strip ile
de¤erlendirilerek diabetes mellitusun oluflumu kontrol
edildi. ‹laç uygulamas›n› takip eden 3. ve 12. günlerde
kesilecek olan ratlar 1 gece önceden aç ve susuz
b›rak›ld›lar.
Üçüncü ve 12. günün sonunda eter anestezisi alt›nda
ratlar›n kar›n ve gö¤üs bölgesi aç›larak enjektör ile
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Deneysel çal›flmalar sonucu elde edilen ortalama
de¤erler aç›s›ndan gruplar aras›ndaki istatistiksel fark›n
de¤erlendirilmesinde tek yönlü varyans analizi (Kruskal
Wallis) kullan›ld›. Grup içi de¤erlendirmelerde Tukey B
testi kullan›ld›.

Bulgular
Çal›flmaya al›nan gruplar aras›ndaki a¤›rl›k de¤iflimleri
incelendi. Vücut a¤›rl›klar› kontrol grubunda 200±3,7 g,
diabetes mellitus oluflturulan grupta 3. günde 196±4,4 g,
12. günde 190±6,7 g olarak saptand› (Tablo 1). Kontrol
grubu ile diabetik grup karfl›laflt›r›ld›¤›nda diabetin 3.
gününde vücud a¤›rl›klar› yönünden bir fark›n olmad›¤›
(p>0,05), 12. gününde ise vücud a¤›rl›klar›n›n önemli
derecede azald›¤› saptand› (p<0,05).
Kan glikoz düzeyi kontrol grubunda 136±3,8 mg/dl
olarak ölçülürken, streptozotosin uygulanan grupta 3.
günde 398±8,2 mg/dl, 12. günde 488±11,7 mg/dl
olarak ölçüldü (Tablo 1). Streptozotosin verilerek diabet
oluflturulmufl her iki grupta da kan glikoz de¤erlerinin
istatistiksel olarak anlaml› bir flekilde artt›¤› (p<0,001 )
gözlendi.
Karaci¤er dokusunda yap›lan çal›flmada, pirüvat kinaz
aktivitesi kontrol grubunda 3,20±0,97, diabetes mellitus
oluflturulmufl grupta 3. günde 1,59±0,42 ve 12. günde
2,72±0,73 U/g protein olarak saptand› (Tablo 1).
Kontrol grubu ile streptozotosin uygulanmas›n›n 3. günü
aras›nda ve diabetin 3. günü ile 12. günü aras›nda önemli
farkl›l›klar gözlendi (p<0,01).

S. YILMAZ, B. ÜSTÜNDA⁄

n

Vücut
A¤›rl›klar›
(g)

Kan
Glikozu
(mg/dl)

Karaci¤er
Pirüvat Kinaz›
(U/g protein)

Böbrek
Pirüvat Kinaz›
(U/g protein)

Kontrol Grup

8

200±3,7

136±3,8

3,20±0,97

1,98±0,11

Diabetik Grup
(3. gün)

8

196±4,4

398±8,2*

1,59±0,42**

1,96±0,07*

Diabetik Grup
(12. gün)

7

190±6,7***

488±11,7*

2,72±0,73**

5,24±0,26*

* p<0,001,

** p<0,01,

Tablo 1.

Kontrol ve Diabetes Mellitus
Oluflturulmufl Gruplar›n Vücut
A¤›rl›klar›, Glikoz Düzeyleri,
Karaci¤er ve Böbrek Pirüvat Kinaz
Aktivite Düzeylerinin Günlere Ba¤l›
De¤iflimleri.

*** p<0,05

Böbrek dokusunda pirüvat kinaz aktivitesi kontrol
grubunda 1,98±0,11 U/g protein olarak ölçüldü. Diabet
oluflturulmufl grupta ise, 3. günde 1,96±0,07 U/g
protein, 12. günde 5,24±0,26 U/g protein de¤erleri
ölçüldü (Tablo 1). Diabetin 3. günü ile kontrol grubu
aras›nda önemli bir farkl›l›k bulunmazken, diabetin 12.
gününde istatistiksel olarak anlaml› düzeyde bir art›fl
saptand› (p<0,001). Streptozotosin uygulanmas›ndan
sonra 3. ve 12. gün aras›nda da önemli bir farkl›l›k
bulundu (p<0,001).

Tart›flma
Yap›lan çal›flmalar ile, etiyolojisinde bir çok de¤iflik
etkenin rol oynad›¤› gösterilmifl olan gerek kendili¤inden
geliflen, gerekse deneysel olarak streptozotosin veya
alloksan gibi diabetojenik etkenler ile oluflturulan diabetes
mellitusun özellikle damarsal yap›lar üzerinde yo¤unlaflan
komplikasyonlar› ile daha çok göz, böbrek, sinir ve
arterlerde olmak üzere organizmada pek çok
bozukluklara neden oldu¤u gözlenmifltir (12-14). Deney
hayvanlar›na streptozotosin uygulanmas› ile oluflturulan
diabetes mellitusda streptozosinin etkisiyle pankreas›n
tahribat›na ba¤l› olarak çeflitli biyokimyasal de¤ifliklikler
meydana gelmektedir (15).
Plaschke ve Hoyer (9) glikolitik ve glikoneogenetik
enzimlerde streptozosinin toksik etkisini araflt›rmak
amac› ile yapt›klar› bir çal›flmada enzimleri in vitro 60
mmol streptozotosin ile inkübe etmifller ve enzim
aktivitesinde belirgin bir de¤iflikli¤in olmad›¤›n›
saptam›fllard›r. Baflka bir çal›flmada ise (16) sadece asetil
transferaz aktivitesinde streptozotosin ile inkübasyondan
sonra önemli olmayan de¤ifliklikler saptanm›flt›r.
Streptozotosin enjeksiyonunu takiben 3. ve 6. haftalarda

ratlar›n beyin korteksi ve hipotalamusunda glukojen
konsantrasyonunda artma ve glikolitik enzim
aktivitelerinde ise belirli bir azalma saptanm›flt›r (9).
Kan glikozundaki art›fl; metabolize glikoz için
karaci¤er veya perifer dokular›n bozulmas›n›n ve
karaci¤er ile böbrekte glukoneogenezisin aktivasyonunun
bafll›ca sonucudur. Hepatositlerde glikoz fosforilasyon
h›z›ndaki de¤ifliklikler kan glikoz düzeyinde düzensizli¤e
neden olabilir (17). Alloksan (200 mg/kg deri alt›) veya
streptozotosin (60 mg/kg damar içi) verilerek diabet
oluflumunu takiben 4. haftada ratlar›n vücut a¤›rl›klar›n›n
%22 azald›¤› rapor edilmifltir (7).
Karaci¤er, glikozun fosforilasyonu, metabolik yola
glikoz-6-fosfat›n girifli için insüline ihtiyaç duyar. ‹nsüline
ba¤›ml› olmayan bir organ olan böbrek ise, ayn›
fonksiyonlar için insüline ihtiyaç duymaz. Diabetes
mellitusta, insülin yoklu¤undan karaci¤erde ve böbrekte
enzim aktiviteleri farkl› etkilenmektedir. Diabette, genel
doku kayb›na karfl›l›k böbrek a¤›rl›¤›n›n artt›¤›
bildirilmifltir (18). Saxena ve ark. (19) diabetik s›çanlarda
böbrek a¤›rl›klar›n›n yaklafl›k olarak %30 artt›¤›n›,
karaci¤er a¤›rl›¤›n›n ise %20 oran›nda azald›¤›n› ayr›ca,
pirüvat kinaz aktivitesinin karaci¤erde düflerken,
böbrekte artt›¤›n› rapor etmifllerdir. Diabetes mellitusta
karaci¤er glikozu kullanmayan, böbrek ise kullanan bir
dokudur (19).
Sochor ve ark. (7), 4 hafta süre ile diabet
oluflturulmufl s›çanlarda karaci¤er pirüvat kinaz
aktivitesinin azald›¤›n› bildirmifllerdir. Miethke ve ark.
(20), diabet oluflturulmufl ratlarda karaci¤erde ilk 24
saatte pirüvat kinaz aktivitesinin de¤iflmedi¤ini, 48 saat
sonunda ise enzim aktivitesinin yaklafl›k %70 oran›nda
azald›¤›n› rapor etmifllerdir. Tablo 1’de görüldü¤ü gibi
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diabetes mellitus oluflturulmufl grupta karaci¤er pirüvat
kinaz aktivitesi günlere ba¤l› olarak istatistiksel önemli bir
azalma göstermifltir. Bulgular›m›z Sochor ve ark.’n›n (7,
18, 21) sonuçlar› ile uyum içerisindedir.
Sochor ve ark. (21), deneysel olarak diabetes mellitus
oluflturulmufl ratlarda; diabete ba¤l› olarak renal
hipertrofi geliflti¤ini ve diabetin ilk 5 gününde böbrek
pirüvat kinaz aktivitesinin de¤iflmedi¤ini, Grötsch ve ark.
(15) ise, diabette glikoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi
hariç karbonhidrat metabolizmas›nda bulunan pirüvat
kinaz, laktat dehidrogenaz enzim aktivitelerinin böbrek
korteksinde artt›¤›n› bildirmifllerdir. Khandelwal ve ark.
(22), streptozotosin uygulanm›fl ratlar›n kan glikoz
düzeylerinin 5 kat, böbreklerinde glukojenin 30 kat
artt›¤›n› saptam›fllard›r. Böbrek dokusunda yapt›¤›m›z
çal›flmada; böbrek pirüvat kinaz aktivitesi diabetin 3.
gününde kontrol grubuna göre bir de¤ifliklik
saptanmazken, 12. gününde diabete spesifik de¤ifliklikler
oldu¤u gözlenmifltir (p<0,001). Diabette böbrek
büyümesi ile artm›fl pirüvat kinaz aktivitesi aras›nda
pozitif bir iliflki vard›r. Diabetin 12. gününde pirüvat
kinaz aktivitesindeki de¤iflikli¤in muhtemelen böbreklerde
meydana gelen diabetik harabiyete ba¤l› oldu¤u
düflünülmektedir.
Pirüvat
kinaz
böbrek
komplikasyonlar›na kat›labilir.
Diabette, pirüvat kinaz aktivitesinde azalma; pirüvat
kinaz sentezinde azalmadan kaynaklanabilir. Ayr›ca,
kontrol edilmeyen diabette insülin yoklu¤unun veya

insülin sentez anormalliklerinin de pirüvat kinaz aktivitesi
ile iliflkili oldu¤u ileri sürülmüfltür (19). Açl›kta ve diabette
insülinin düzeyinin düflmesi karaci¤erde pirüvat kinaz
miktar›nda bir azalmaya yol açmaktad›r. Enzim
miktar›ndaki de¤ifliklik, primer olarak gen transkripsiyon
düzeyindeki düflüfle de ba¤l› olabilir. Bu enzimin düflük
aktivitesi diabetes mellitusda glikozun pirüvata dönüflme
e¤ilimini azaltmaktad›r (17).
Sonuç olarak, deneysel diabetes mellitus oluflturulmufl
ratlarda glikoz metabolizmas›n›n etkilendi¤i ve diabetes
mellitusa ba¤l› olarak karaci¤er pirüvat kinaz aktivitesinin
azald›¤›, böbrek pirüvat kinaz aktivitesinde ise günlere
ba¤l› olarak de¤iflikliklerin gerçekleflti¤i tespit edilmifltir.
Deneysel olarak diabetes mellitus oluflturulmufl
ratlarda pirüvat kinaz enziminin etkilendi¤i tespit
edilmifltir. Bu çal›flma sonunda diabete ba¤l› ortaya ç›kan
hiperglisemi ve pirüvat kinaz aktivitesinde meydana gelen
de¤iflikliklerin ratlar›n böbrek dokusunda patolojik
de¤iflikliklere yol açabilece¤i gösterilmifltir.
Diabetes
mellitusta
ortaya
ç›kan
baz›
komplikasyonlar›n nedeni olabilece¤i düflünülebilir.
Böbreklerde diabetin 3. gününde bir de¤ifliklik olmad›¤›,
fakat 12. gündeki bulgular›n diabete spesifik de¤ifliklikler
oldu¤u gözlendi.
Böbrek medullas› çok az mitokondri tafl›d›¤› için ATP
kayna¤› olarak glikolizise ba¤›ml›d›r.
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